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【要約】 
 
The transcription factor Tcf21 is required for branching 
morphogenesis and regulates the Gdnf-axis  
 in kidney development 
（転写因子 Tcf21は腎臓発生において尿管芽の分岐に
必須であり Gdnf経路を制御する） 
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 【背景・目的】 
 マウス腎臓の発生は、胎生10.5日にWolff管より尿管芽がMetanephric mesenchyme
に向かって伸長することで開始される。侵入した尿管芽は伸長・分岐を繰り返すことで 
集合管を形成する。また、尿管芽は周囲のMetanephric mesenchymeを凝集させるこ
とで、Cap mesenchyme を形成させる。この Cap mesenchyme は Mesenchymal to 
epithelial transition(MET)により上皮性の管状集合体へと分化し C 字体、S 字体を経
てポドサイトや Bowman 嚢といった糸球体、近位尿細管及び遠位尿細管を形成し、尿
管芽由来の集合管と接続する。Metanephric mesenchyme の一部は線維芽細胞、メサ
ンギウム細胞、血管周囲の pericytesといった腎臓間質細胞へと分化し、糸球体・尿細
管構造の支持組織として機能する。腎臓発生において、尿管芽の分岐 (branching 
morphogenesis)とMETは腎臓発生において必須であり、これらが阻害されることによ
り腎臓の低形成及び無形成が生じる。実際に、先天性腎尿路異常(Congenital anomalies 
of the kidneys and the lower urinary tract: CAKUT)では、branching morphogenesis
に関わる遺伝子に異常が生じていることが報告されている。 
 Tcf21(Pod1/Capsulin/Epicadrin)は basic helix-loop-helix (bHLH) 転写因子で 
あり、腎臓、肺、心臓などの臓器発生に必須である。胎生期の腎臓においては、
Metanephric mesenchyme, そこから分化する Cap mesenchyme, 腎臓間質細胞に発
現していることがわかっている。Tcf21 欠損マウスは腎臓、肺、心臓の低形成を生じ、
呼吸不全のため出生直後に死亡する。Tcf21欠損マウスの腎臓では、糸球体及び尿細管
の低形成を認めるが、このメカニズムは明らかではない。 
 
【方法】 
 はじめに、Tcf21欠損マウスの腎臓での branching morphogenesis の異常を明らかに
するため胎生 12.5 日のマウスから腎臓を摘出し、メディウム上に浮かべたメンブレン
で 48時間の培養を行なった。その後、尿管芽特異的マーカーである Calbindin並びに
Cap mesenchyme特異的マーカーである Jagged1を用いて免疫染色を行ない、尿管芽
分岐数についてカウントを行なった。また、胎生 18.5 日の腎臓を用いて、RT-PCR 法
及び In situ hybridizationを用いて腎臓発生に関わる遺伝子について評価を行なった。 
 次に、Cap mesenchyme特異的に発現する Six2をプロモーターに用いた Creマウス
と Tcf21 のコンディショナルアレルを組み合わせることで Cap mesenchyme 特異的
Tcf21マウス(CapTcf21)を作成しその表現形を評価した。 
 最後に、腎臓間質細胞特異的に発現する FoxD1 をプロモーターに用いた Cre マウス
と Tcf21のコンディショナルアレルを組み合わせることで腎臓間質細胞特異的 Tcf21 
マウス(StrTcf21)を作成しその表現形を解析した。 
 
【結果】 
1. Tcf21欠損マウスにおける branching morphogenesis評価と遺伝子発現検討 
 Tcf21欠損マウスではコントロールと比較して、尿管芽の分岐数が有意に減少して 
おり、branching morphogenesis が阻害されていることが明らかになった。また、
branching morphogenesis において主要な経路である Gdnf-Ret-Wnt11 系について
RT-PCR法並びに In situ hybridization法を用いて発現量及び部位の検討を行うとコン
トロールに比較して減少していることがわかった。このことから Tcf21 は
Gdnf-Ret-Wnt11系を介して尿管芽の分岐を制御していることが示唆された。 
 
2. CapTcf21マウスの表現形解析 
 Gdnfが Cap mesenchymeで発現し、多くの転写因子によって制御されていること 
から Cap mesenchyme に発現する Tcf21が同様に Gdnf経路を制御していると考え、
CapTcf21マウスの検討を行なった。このCapTcf21マウスはコントロールと比較して、
尿量の低下と著明な尿蛋白を呈し、出生後 1 週間以内に死亡した。胎生 18.5 日の腎臓
について検討を行うと、大きさはコントロールに比較して小さく、糸球体の低形成を認
めた。一方で尿細管及び間質細胞の構造は保たれていた。免疫染色を用いて詳細に観察
すると、糸球体ではポドサイト特異的マーカーであるポドシンの喪失を認めた。同様に 
近位尿細管特異的マーカーである LTL、ヘンレのループ特異的マーカーである
Uromodulin、集合管特異的マーカーである DBAで免疫染色を行い、尿細管構造に 
ついて評価したが、CapTcf21 マウス腎臓はコントロールと比較して明らかな差は認め
なかった。加えて、胎生 13.5日及び 18.5日の腎臓mRNAを用いて Gdnf, Ret, Wnt11
発現について評価を行なったところいずれもコントロールと比較して明らかな差は 
認められなかった。このことから、Cap mesenchyme に発現する Tcf21 は糸球体形成
においては重要であるが、Gdnf経路を介した branching morphogenesisには必須では 
ないことが明らかになった。 
 
3. StrTcf21マウスの表現形解析 
 上記の結果から、Gdnf 経路が Cap mesenchymeに発現する Tcf21ではなく、もう一
つの発現部位である腎臓間質細胞により制御されていると考え、StrTcf21 マウスの検
討を行なった。このマウスは少なくとも 10 週までは生存し、大きな異常は認められな
かった。4 週齢の StrTcf21 マウス腎臓は、コントロールと比較して小さく、糸球体構
造は保たれていたものの、髄質を中心に低形成を認めた。一方で、蓄尿検査では、多尿
を認め、詳細に解析すると、尿中クレアチニン、尿中浸透圧、尿中電解質の低下といっ
た尿濃縮能低下を認めた。近位尿細管マーカーである LTL、ヘンレのループ特異的マ
ーカーである Uromodulin、集合管マーカーである Aquaporin2を用いて免疫染色を行
うと、ヘンレのループ及び集合管の染色部位が少なく、これらが低形成になっているこ
とがわかった。更に出生直後の腎臓を用いて再度免疫染色を行ったが、同様にヘンレの
ループ、集合管の低形成を認めた。この観察された髄質及び尿細管・集合管の低形成が
branching morphogenesisの異常によるものと考え、胎生 12.5日の腎臓を用いて尿管
芽の分岐数についてカウントを行なった。すると、コントロールと比較して StrTcf21
マウスの腎臓では尿管芽の分岐数減少を認め、branching morphogenesisに異常が生じ
ていることが示唆された。加えて、Gdnf, Ret, Wnt11の発現について検討を行ったと
ころ、StrTcf21マウスの腎臓では Gdnf, Wnt11の発現が有意に低下していた。このこ
とから腎臓間質細胞に発現するTcf21はGdnf経路を介して、branching morphogenesis
を制御していることが明らかになった。最後に腎臓間質細胞で発現する Bmp4が Gdnf
経路を制御する因子として報告されていることから、この発現について RT-PCR 法及
び In situ hybridization法を用いて検討すると、Tcf21欠損マウスの腎臓において有意
に上昇していることがわかった。また、Bmp4のプロモーター解析を行うと、同部位に
複数の Tcf21結合部位が存在することがわかった。このことから、腎臓間質細胞の Tcf21
は Bmp4 発現を抑制することで、Gdnf 経路を介した branching morphogenesis を制
御する可能性があることが示された。 
 
【考察】 
 本研究は転写因子 Tcf21 の腎臓発生におけるメカニズムについて検討したものであ
る。Tcf21 欠損マウスの検討から、Tcf21 は Gdnf 経路を介した branching 
morphogenesis を制御することが明らかになった。また、それぞれの発現部位特異的
な Tcf21 欠損マウスの検討から、Cap mesenchyme に発現する Tcf21 は糸球体発生に
おいて重要であるが、Gdnfの発現及び branching morphogenesis には影響を及ぼさな
いことがわかった。一方で、腎臓間質細胞に発現する Tcf21は Gdnf経路を介した 
branching morphogenesis を制御し、ヘンレのループ、集合管、髄質の形成において 
重要であることが明らかになった。このことは、腎臓発生において Tcf21が発現部位に
よって異なる役割を果たしていること、また、腎臓間質細胞が単なる糸球体や尿細管の
支持組織ではなく、Gdnf を介した Cap mesenchymeと尿管芽の相互作用を制御する 
役割を有していることが明らかになった。 
